
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　妊娠維持の調節、癌細胞の浸潤、免疫の寛容に関するメカニズム解明、および
自己免疫疾患治療に有用となる絨毛外栄養膜細胞ＥＶＴの機能解析手段を提供する。
【解決手段】　以下の（ａ）又は（ｂ）に記載の蛋白質：（ａ）特定のアミノ酸配列を含
む蛋白質、又は（ｂ）上記アミノ酸配列において１又は数個のアミノ酸が欠失、置換又は
付加されたアミノ酸配列を含み、かつ上記 (a)記載の蛋白質と同等の性質又は機能を有す
る蛋白質。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 、 又 は
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又
は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 上 記 (a)記 載 の 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 又 は 機 能 を 有
す る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 記 載 の DNA：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNA、 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 上 記 (a)記 載 の 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 又 は 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド
す る DNA。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ 又 は ３ 記 載 の DNAを 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 で 表 さ れ る 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 又 は 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る
前 記 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 若 し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は こ れ ら の 断 片 で あ る 請 求 項
７ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る DNAの コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は 5’ ノ ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 の
中 の 断 片 DNAと 相 補 的 な 配 列 を も つ DNA若 し く は そ の DNAに 対 応 す る RNA、 又 は そ の 化 学 的 修
飾 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 、 請 求 項 ２ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の DNA、 請 求 項 ７ ～ ８ の い ず
れ か に 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 ９ に 記 載 の DNA若 し く は そ の DNAに 対 応 す る RNA、 又 は そ の 化 学
的 修 飾 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 絨 毛 外 栄 養 膜 細 胞 機 能 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 の 発 現 を 制 御 す る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 蛋 白 質 に 関 し 、 さ ら に 詳 し く は ヒ ト 絨 毛 外 栄 養 膜 細 胞 （ extravillous
 trophoblasts） に 特 異 的 に 発 現 す る 新 規 蛋 白 質 及 び そ れ を コ ー ド す る DNAに 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 初 期 の 胎 盤 形 成 に お い て ヒ ト 胎 児 由 来 の ト ロ ホ ブ ラ ス ト （ 栄 養 膜 細 胞 ） の 幹 細 胞 は 、 絨
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毛 栄 養 膜 細 胞 と 絨 毛 外 栄 養 膜 細 胞 （ extravillous trophoblast, 以 下 、 「 EVT」 と 略 称 す
る ） と い う ２ つ の 主 要 な 細 胞 系 列 に 分 化 す る 。 前 者 は 胎 盤 の 絨 毛 膜 絨 毛 を 覆 い 、 そ の 機 能
は 母 体 か ら 胎 児 へ 酸 素 と 栄 養 を 輸 送 す る こ と で あ る 。 一 方 、 後 者 （ EVT） は 母 体 の 子 宮 内
膜 （ 脱 落 膜 ） に 浸 潤 し て い く 細 胞 で あ り 、 免 疫 学 的 に 寛 容 と な っ て お り 、 母 体 免 疫 細 胞 か
ら 攻 撃 を 受 け る こ と な く 母 体 の 子 宮 ラ セ ン 動 脈 血 管 に 沿 っ て 子 宮 筋 層 内 ま で 浸 潤 す る 。 こ
れ ら の 血 管 が EVTで 置 き 換 わ る こ と に よ り 初 め て 十 分 量 の 胎 児 へ の 胎 盤 血 流 が 保 た れ る た
め 、 EVTの 子 宮 内 へ の 浸 潤 は 妊 娠 の 維 持 に 必 須 の 現 象 で あ り 、 こ の 浸 潤 機 構 の 障 害 が 妊 娠
中 毒 症 な ど の 周 産 期 疾 患 の 発 症 に 深 く 関 わ っ て い る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
　 特 に EVTの 細 胞 数 は 妊 娠 12週 か ら 19週 に か け て ピ ー ク に 達 し て お り 、 こ の 時 期 の EVTの 活
動 が 妊 娠 の 進 行 に 伴 う 胎 盤 機 能 の 順 応 性 を 左 右 す る と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た EVTは 癌 細 胞 と 同 様 に 正 常 組 織 内 へ 浸 潤 し そ の 組 織 を 破 壊 す る が 、 癌 細 胞 と 大 き く
異 な る 点 と し て 、 EVTの 組 織 内 浸 潤 様 式 は あ る 一 定 の ル ー ル に 沿 っ て い る こ と 、 及 び 正 常
妊 娠 で は 必 ず そ の 浸 潤 が 子 宮 筋 層 内 の 内 側 1/3ま で で 停 止 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 こ の 停
止 に 関 与 す る 調 節 機 構 は 未 だ 解 明 さ れ て お ら ず 、 他 人 の 細 胞 で あ る EVTを 母 体 子 宮 が 免 疫
学 的 に 受 け 入 れ 、 自 己 の 子 宮 動 脈 へ の 浸 潤 は 許 容 し つ つ も 、 い か に し て そ の 浸 潤 を 制 御 し
て い る の か 、 ま た 一 方 で EVTは そ の 過 程 の 中 で ど の よ う に 機 能 を 変 え 分 化 し て い く の か 、
な ど の 問 題 を 明 ら か に す る こ と は 生 殖 及 び 周 産 期 医 療 の 発 展 に 極 め て 有 用 で あ る 。 ま た EV
Tの 浸 潤 停 止 機 構 の 解 明 は 、 自 然 界 が 利 用 し て い る EVTに 対 す る 停 止 機 構 を 、 癌 の 浸 潤 抑 制
へ 応 用 す る た め の 研 究 に 応 用 す る こ と で 、 こ れ ら の 成 果 は 新 し い 視 野 か ら の 癌 治 療 法 の 開
発 に 貢 献 す る 可 能 性 が 期 待 さ れ る 。 さ ら に 、 EVTは 母 体 免 疫 細 胞 か ら 攻 撃 を 受 け る こ と な
く 子 宮 筋 層 内 ま で 浸 潤 す る こ と が で き 、 免 疫 学 的 に 寛 容 と な っ て い る 。 EVTの 免 疫 寛 容 成
立 に 関 す る 機 構 の 解 明 は 、 自 己 免 疫 疾 患 や 移 植 時 の 拒 絶 反 応 な ど 免 疫 疾 患 の 治 療 に 貢 献 す
る 可 能 性 が 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 述 の よ う に 正 常 妊 娠 で は EVTの 浸 潤 は 妊 娠 初 期 に は 子 宮 内 膜 の 脱 落 膜 内 に 止 ま っ て い
る が 、 妊 娠 15週 頃 ま で に は 子 宮 筋 層 の 1/3に 達 し 、 子 宮 ラ セ ン 動 脈 の 再 構 築 を す る 。 一 方
で 、 妊 娠 中 毒 症 症 例 で は EVTの 浸 潤 が 脱 落 膜 内 に 止 ま っ て 子 宮 筋 層 内 ま で 達 し な い た め 子
宮 ラ セ ン 動 脈 の 再 構 築 と そ れ に 伴 う 血 管 拡 張 が 十 分 に 起 こ ら な い と さ れ て い る 。 そ の 後 胎
盤 は 子 宮 ラ セ ン 動 脈 の 拡 張 不 全 に よ る 胎 盤 虚 血 の 状 態 に 反 応 し て 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産
生 し 、 こ れ ら が 母 体 血 中 の 白 血 球 の 活 性 化 と 血 管 内 皮 細 胞 障 害 を 起 こ し 、 高 血 圧 、 蛋 白 尿
、 浮 腫 を 3主 徴 と す る 妊 娠 中 毒 症 が 発 症 す る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う に 妊 娠 中 毒 症 の 発 生 機 序 に は EVTの 機 能 が 深 く 関 与 し て お り 、 そ の 原 因 は す で
に 妊 娠 15週 ま で に 完 成 さ れ て い る と さ れ 、 妊 娠 中 毒 症 の 発 症 前 の な る べ く 早 い 段 階 で 発 症
の 可 能 性 を 予 知 で き る よ う に す る こ と が 周 産 期 管 理 に お い て 重 要 で あ る 。 し か し 、 こ れ ま
で の と こ ろ 臨 床 上 満 足 で き る 方 法 は 確 立 さ れ て い な い 。 ま た 、 EVTの 浸 潤 不 全 の 検 出 に 関
し て は 、 そ の 機 能 や 障 害 の 指 標 と な る EVTに 特 異 的 な マ ー カ ー が 知 ら れ て い な い こ と 及 び
そ の 機 能 制 御 機 構 そ の も の が ま だ 解 明 さ れ て い な い こ と に よ り 、 実 現 の 見 込 み が 立 た な い
状 況 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 EVTは 卵 膜 に も 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 卵 膜 は 胎 児 側 か ら 母 体 子 宮 側 に か け て 、
胎 児 由 来 の 羊 膜 と chorion laeve（ 平 滑 絨 毛 膜 ） 、 及 び 母 体 由 来 の 脱 落 膜 の 3層 か ら な る 構
造 を 有 し て い る が 、 EVTは こ の chorion laeveの う ち で も さ ら に 母 体 組 織 （ 脱 落 膜 ） に 接 し
て い る 面 を 形 成 し て い る そ の 外 側 層 の 主 要 構 成 細 胞 で あ り 、 羊 水 中 で 発 育 す る 胎 児 の 液 層
環 境 を 母 体 細 胞 と の 相 互 作 用 を 介 し て 制 御 し て い る と 推 測 さ れ て い る 。 ま た 平 滑 絨 毛 膜 は
陣 痛 発 来 に 重 要 な プ ロ ス タ グ ラ ン デ ィ ン の 産 生 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と が 知 ら れ て
お り 、 ヒ ト に お け る 自 然 分 娩 時 の 陣 痛 発 来 の 調 節 機 構 の 中 枢 は 卵 膜 に あ る と 推 測 さ れ 、 ch
orion laeveの EVTも こ の 機 構 に 深 く 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る が 、 そ の 詳 細 は ほ と ん
ど 明 ら か に さ れ て い な い 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 加 え て EVTは 増 殖 能 を 消 失 し て い る も の の 、 妊 娠 中 に は 母 体 か ら の 免 疫 学 的 攻 撃 か ら 免
れ ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ て い な い が 、 出 産 後 に は 何 ら か の 機 序 で 母 体 組 織 内 か ら 消 失 す る と
い う 特 徴 を も 備 え て お り 、 母 体 に と っ て EVTは 他 人 の 細 胞 と し て 妊 娠 終 了 後 も 最 後 ま で 母
体 内 組 織 に 残 っ て い る 免 疫 学 的 に も 極 め て 特 殊 な 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う に 、 ヒ ト EVTは 他 の 細 胞 に 見 ら れ な い 様 々 な 特 徴 を 有 し 、 か つ 妊 娠 維 持 機 構 に
深 く 貢 献 し て お り 、 い わ ば ヒ ト と し て の 種 の 保 存 に 直 接 関 わ る 細 胞 群 で あ る が 、 そ の 機 能
に 関 し て は 分 離 培 養 の 困 難 さ 等 の 問 題 が あ り ほ と ん ど 解 析 が 進 ん で い な い 。
　 上 記 の 問 題 の 解 決 法 の 一 つ は 、 EVTに 特 異 的 に 発 現 し て い る 分 子 （ 蛋 白 質 ） を 同 定 し 、
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で あ る 。 そ の よ う な 分 子 は EVTの 機 能 を 推 定 す る マ ー カ ー と な り 得
る た め 、 該 分 子 又 は そ れ に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 極 め て 特 異 性 及 び 感 度 の 高 い 血 中 の 該 マ
ー カ ー 測 定 系 を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 測 定 系 で 妊 娠 初 期 か ら 中 期 さ ら に 後 期 に か け
て の 胎 盤 機 能 を 監 視 す る こ と に よ り 、 胚 着 床 異 常 症 例 や 子 宮 内 胎 児 発 育 遅 延 症 例 及 び 妊 娠
中 毒 症 例 の 早 期 発 見 が 可 能 と な る 。
　 EVT特 異 的 な 分 子 は EVTの 機 能 や 分 化 の 解 析 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る が 、 EVTの 生 体 に
お け る 極 め て 特 異 的 な 機 能 や 特 性 に 鑑 み て 、 解 析 の 成 果 は 産 科 学 の み な ら ず 免 疫 学 、 腫 瘍
学 等 を 含 む 広 範 な 医 学 領 域 に お け る 研 究 の 発 展 に 大 い に 貢 献 す る も の と 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 研 修 ノ ー ト No.64　 妊 娠 中 毒 症 （ 平 成 13年 3月 )ｐ 19－ 22 日 本 母 性 保 護 産
婦 人 科 医 会 発 行
【 非 特 許 文 献 ２ 】 日 本 産 科 婦 人 科 学 会 雑 誌 55巻 9号 （ 2003年 9月 ） N265-N268
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は EVTの 生 理 学 的 機 能 を 解 明 す る 上 で 有 用 な 、 EVTに 特 異 的 に 発 現 し て い る 分 子 を
同 定 し ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 そ れ を マ ー カ ー と す る 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 及 び 予 防 、
治 療 の た め の 手 段 を 確 立 す る こ と を 目 的 と す る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 EVTの 機 能 、 分 化 の 機 構 を 解 明 す る 手 段 を 提 供 し 、 産 科 学 の み な ら ず 免
疫 学 、 腫 瘍 学 等 の 発 展 に 寄 与 す る こ と を 目 的 と す る 。
　 そ の 他 の 目 的 は 明 細 書 を 通 し て 明 ら か で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 従 来 よ り 着 床 部 か ら の 分 離 が 困 難 で 免 疫 不 能 と 考 え ら れ て い た ヒ ト EVT
を 、 卵 膜 の chorion laeve（ 絨 毛 膜 ） か ら 分 離 す る た め に 、 chorion laeve由 来 細 胞 を マ ウ
ス に 免 疫 し て EVTに 特 異 的 に 発 現 し て い る 分 子 を 認 識 す る 抗 体 を 作 成 し 、 そ れ を 用 い て EVT
に 特 異 的 に 発 現 し て い る 分 子 を 同 定 し 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に 成 功 し た 。
　 即 ち 本 発 明 は 、
（ １ ） 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 、 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 上 記 (a)記 載 の 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 又 は 機 能 を
有 す る 蛋 白 質 、
（ ２ ） 上 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA、
（ ３ ） 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 記 載 の DNA：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNA、 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 上 記 (a)記 載 の 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 ま た ｈ 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー
ド す る DNA、
（ ４ ） 上 記 （ ３ ） に 記 載 の DNAを 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、
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（ ５ ） 上 記 （ ４ ） に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 、
（ ６ ） 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 配 列 番 号 ２ に 記 載 の
ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る 蛋 白 質 と 同 等 の 性 質 又 は 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 を 回 収 す る こ と を 特
徴 と す る 前 記 蛋 白 質 の 製 造 方 法 、
（ ７ ） 上 記 （ １ ） 記 載 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、
（ ８ ） 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 若 し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は こ れ ら の 断 片 で あ る 上
記 （ ７ ） に 記 載 の 抗 体 、
（ ９ ） 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る DNAの コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は 5’ ノ ン コ ー デ ィ ン グ 配
列 の 中 の 断 片 DNAと 相 補 的 な 配 列 を も つ DNA若 し く は そ の DNAに 対 応 す る RNA、 又 は そ の 化 学
的 修 飾 体 、
（ １ ０ ） 上 記 （ １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 、 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の DNA、 上 記
（ ７ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 上 記 （ ９ ） に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 、
（ １ １ ） 上 記 （ １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 絨 毛 外 栄 養 膜 細 胞 機 能 の
測 定 法 、
（ １ ２ ） 上 記 （ １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 法 、 及
び
（ １ ３ ） 上 記 （ １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 発 現 を 制 御 す る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組
成 物
等 に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の EVT特 異 的 な 抗 原 蛋 白 質 は 、 そ れ を マ ー カ ー と す る 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 及 び 予 防
、 治 療 の た め の 手 段 を 確 立 す る こ と を 可 能 と し 、 さ ら に は EVTの 機 能 、 分 化 の 機 構 を 解 明
す る 手 段 を 提 供 す る こ と を 通 し て 産 科 学 の み な ら ず 、 免 疫 学 、 腫 瘍 学 等 の 発 展 に 寄 与 す る
こ と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 胚 着 床 異 常 症 例 や 子 宮 内 胎 児 発 育 遅 延 症 例 及 び 妊 娠 中 毒 症 例 を 早 期 に 検 知
可 能 な 診 断 法 の 開 発 ・ 確 立 が 可 能 と な る 。
　 本 発 明 の 抗 原 蛋 白 質 や そ れ に 対 す る 抗 体 は 、 妊 娠 中 毒 症 の 治 療 薬 の 必 須 成 分 と し て 有 効
と 考 え ら れ る 。 ま た 、 胎 盤 の 形 成 、 維 持 に お け る EVTの 機 能 を 解 明 し 、 EVT活 性 を 調 節 す る
化 合 物 、 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に も 有 用 で あ る 。
　 さ ら に 、 laeverin 蛋 白 質 は 生 体 内 で 種 々 の 細 胞 の 遊 走 や 浸 潤 に 関 与 し て い る と 考 え ら
れ る こ と か ら 、 組 換 え 型 laeverin蛋 白 質 は 、 例 え ば 、 創 傷 治 癒 の 調 節 、 神 経 再 生 の 調 節 、
梗 塞 部 位 治 癒 の 調 節 、 胎 盤 形 成 の 調 節 、 臓 器 再 生 の 調 節 、 血 管 新 生 の 調 節 、 悪 性 腫 瘍 浸 潤
の 調 節 、 自 己 免 疫 疾 患 に よ る 組 織 変 性 ・ 炎 症 反 応 の 調 節 等 に 用 い る 医 薬 組 成 物 の 有 効 成 分
と し て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 EVTに 特 異 的 に 発 現 し て い る 新 規 な 蛋 白 質 、 そ れ を コ ー ド す る DNA、 該 蛋 白 質
に 対 す る 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 、 及 び そ れ ら の 利 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ
る 絨 毛 外 栄 養 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 新 規 な 蛋 白 質 （ 以 下 、 「 laeverin」 と 呼 称 す る
） の み な ら ず laeverin蛋 白 質 に 特 有 の 機 能 、 性 質 を 有 す る 変 異 体 蛋 白 質 を も 包 含 す る 。
　 本 明 細 書 中 、 「 laeverin蛋 白 質 に 特 有 の 機 能 、 性 質 を 有 す る 蛋 白 質 」 と は 、 EVTの 浸 潤
、 増 殖 、 免 疫 反 応 、 細 胞 接 着 、 細 胞 分 裂 等 の 調 節 機 能 を 有 す る か 、 こ れ ら に 関 与 し う る 蛋
白 質 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 ヒ ト 卵 膜 を 含 む chorion laeveを 分 離 し て 細 切 処 理 し 、 そ れ を 用 い て マ ウ ス を 免 疫 し て
抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 し 、 そ の 中 か ら ヒ ト 着 床 部 組 織 の 凍 結 切 片 を 用 い た
免 疫 組 織 染 色 で EVTに 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。 こ の
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抗 体 を CHL-2と 命 名 し て 大 量 に 作 成 精 製 し 、 こ の 抗 体 を も と に 胎 盤 及 び 卵 膜 組 織 か ら CHL-2
抗 体 が 反 応 す る 蛋 白 分 子 を 精 製 し た 。 こ の 物 質 は 分 子 量 約 160kDaの 糖 蛋 白 で 、 EVTの 細 胞
表 面 部 位 に 存 在 し 、 Ｎ 端 11残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は GPPSSSGFYVS（ 配 列 番 号 ３ ） で あ っ た 。
こ の 配 列 は デ ー タ バ ン ク に 登 録 さ れ て い な い 配 列 で あ り 、 引 き 続 き こ の 蛋 白 分 子 の 分 析 を
進 め た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 CHL-2抗 体 を 用 い て chorion laeveか ら イ ム ノ ・ ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 抗 原 蛋 白 を 大 量 に 精 製 し 、 一 部 は マ ウ ス に 免 疫 し て 同 様 に EVTに 存 在 す る 抗 原 蛋 白 に 反
応 す る 抗 体 CHL-2Jを 作 成 し た 。 残 り の 精 製 抗 原 蛋 白 を 再 度 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 に 供 し 、 ４ か
所 の 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 を 10残 基 ず つ 同 定 し た 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 も デ ー タ バ ン ク に 登
録 さ れ て い な い 新 規 な 配 列 で あ っ た 。 同 定 し た 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 3つ が 、 2003年 1
月 に 登 録 さ れ た estimated sequence tag（ EST, 1672 bp, AK075131） か ら 推 定 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 完 全 に 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 次 い で 、 5’ RACE（ 5’  rapid amplification of ｃ DNA ends） 法 を 用 い て 、 ヒ ト EVTか
ら 調 製 し た mRNAか ら 目 的 抗 原 を コ ー ド し て い る cDNAを 同 定 し た （ 2970 bp） 。 決 定 さ れ た D
NA配 列 で 開 始 コ ド ン の 下 流 に あ る 最 初 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 先 に 決 定 し て い た 抗 原 蛋 白 の N
端 の そ れ と 完 全 に 一 致 し 、 か つ 残 り の も う 一 つ の 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 に 完 全 に 一 致 す る DNA
配 列 を 有 し て い た た め 、 目 的 の 抗 原 蛋 白 を コ ー ド す る cDNAで あ る と 結 論 し た 。 こ の cDNAは
NCBI websiteの BLAST programに 登 録 さ れ て お ら ず 、 ま だ 存 在 が 確 認 さ れ て い な い 新 規 の
蛋 白 質 で あ る と 判 断 し 、 「 laeverin」 と 名 付 け た 。 得 ら れ た laeverinの ｃ DNAの 塩 基 配 列
を 配 列 番 号 １ に 、 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 配 列 番 号 1記 載 の laeverin DNAが コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の N端 部 に は M1
 ペ プ チ ダ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る モ チ ー フ （ ア ミ ノ 酸 98-506） が 含 ま れ て お り 、 さ ら に
そ の 中 に 酵 素 活 性 の 中 心 部 で あ る Zn結 合 部 位 の モ チ ー フ （ His-Glu-Xaa-Xaa-His-18 ア ミ
ノ 酸 -Glu, 415-438） が 存 在 し て い る 。 ま た N末 端 近 部 に は 23ア ミ ノ 酸 の 疎 水 基 残 基 （ 14-3
6） か ら な る 細 胞 膜 貫 通 部 位 が 確 認 さ れ た 。 ホ モ ロ ジ ー 検 索 で は M1　 ペ プ チ ダ ー ゼ フ ァ ミ
リ ー に 属 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ N（ EC 3.4.11.2） と 36％ の 同 一 性 が 認 め ら れ た 。 ま た 同
じ く M1 ペ プ チ ダ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の グ ル タ ミ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ aminopeptidase A, E
C 3.4.11.7） 及 び オ キ シ ト シ ナ ー ゼ /イ ン ス リ ン － 調 節 （ insulin-regulated)ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ （ EC 3.4.11.3） と も ホ モ ロ ジ ー が 認 め ら れ た 。 塩 基 数 は こ れ ら の 細 胞 膜 結 合 型 M
1 ペ プ チ ダ ー ゼ と ほ ぼ 同 様 で あ る 。 本 発 明 の laeverinの 塩 基 配 列 か ら 計 算 さ れ る 蛋 白 分 子
量 は 113kDaで あ り 、 実 際 の 分 子 量 よ り 少 な い が 、 上 記 ペ プ チ ダ ー ゼ と 同 様 、 糖 鎖 で に よ る
修 飾 の た め と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 免 疫 組 織 染 色 法 及 び RT-PCR法 で ヒ ト 正 常 組 織 で の laeverinの 発 現 を 検 討 し た と こ ろ 、 成
人 女 性 の 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 卵 管 な ど の 生 殖 臓 器 で の 発 現 は 見 ら れ ず 、 胎 盤 組 織 の 中 で も EV
Tの み に 発 現 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 全 身 臓 器 か ら の mRNAの tissue blot membraneを 用 い た n
orthern blot法 に よ る 検 討 で も laeverin遺 伝 子 の 発 現 は 胎 盤 組 織 の み か ら 検 出 さ れ 、 他 の
臓 器 に は 確 認 で き な か っ た 。 こ の 知 見 は laeverinが EVTの 特 異 的 な 細 胞 分 化 マ ー カ ー で あ
る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】

　 laeverinを COS7細 胞 に 遺 伝 子 発 現 さ せ た と こ ろ 、 細 胞 の 接 着 能 及 び 増 殖 が 抑 制 さ れ 、 細
胞 死 が 誘 導 さ れ た 。 こ れ は laeverinが 特 殊 な 細 胞 で あ る EVTの 機 能 に 重 要 な 働 き を 行 っ て
い る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 （ デ ー タ 示 さ ず ）
　 ま た 、 CHO(Chinese hamster ovary)細 胞 に laeverin遺 伝 子 を 導 入 し て 樹 立 し た laeverin
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蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 株 は 、 Matrigel invasion assay法 [Sato Yら “ Involvement of dip
eptidyl peptidase IV in extravillous trophoblast invasion and differentiation” ,
 J Clin Endocrinol Metab 87:4287-4296 (2002)及 び Sato Yら 、 “ Trophoblasts acquire
 a chemokine receptor, CCR1, as they differentiate towards invasive phenotype” ,
Development 130:5519-5532（ 2003） ]に お い て 、 メ ン ブ レ ン 浸 潤 活 性 の 顕 著 な 増 大 を 示 し
た （ 実 験 例 １ 、 図 ６ ） 。 特 に 、 メ ン ブ レ ン 下 面 に 浸 潤 し た 細 胞 の 多 く に 強 い laeverin発 現
が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 抗 laeverin抗 体 （ CHL-2抗 体 ） の 存 在 下 、 laeverin遺 伝 子 導 入 細
胞 の 浸 潤 が 亢 進 す る 傾 向 が 観 察 さ れ た 。 こ れ は 、 laeverin蛋 白 質 が 細 胞 の 浸 潤 制 御 に 関 与
し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 laeverinは EVTに 特 異 的 に 発 現 し て い る た め 、 そ れ を 定 量 す る こ と に よ り EVTの 機 能 を モ
ニ タ ー す る こ と が で き る 。 EVTが 胎 児 へ の 胎 盤 血 流 の 供 給 に 重 要 な 働 き を し て お り 、 妊 娠
の 維 持 、 妊 娠 中 毒 症 の 発 症 に 関 与 し て い る こ と は 当 該 技 術 分 野 で 認 め ら れ て お り 、 EVTに
特 異 的 な マ ー カ ー が 同 定 さ れ た こ と で 、 妊 娠 の 進 行 に 伴 う 変 化 を モ ニ タ ー す る こ と が 可 能
と な る 。 定 量 法 と し て 、 例 え ば 、 血 中 濃 度 測 定 系 を 使 用 す る 次 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 ９ ６ 穴 の 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） 用 プ レ ー ト 底 面 に 、 laeverinに 対 す る 抗 体 Ａ （ ポ リ
ク ロ ー ナ ル 、 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 固 相 化 し 、 適 度 の 濃 度 に 調 整 し た 患 者 血 清 を 一
定 時 間 反 応 さ せ る 。 洗 浄 後 、 酵 素 標 識 し た laeverinに 対 す る 抗 体 Ｂ （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
） を 一 定 時 間 反 応 さ せ る 。 こ れ を 洗 浄 後 、 酵 素 に 対 す る 基 質 を 含 む 発 色 反 応 液 を 加 え 、 比
色 定 量 す る 。 次 い で 、 精 製 laeverin蛋 白 を 用 い て 作 成 し た 標 準 曲 線 を 用 い 、 測 定 値 か ら 血
清 laeverin量 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の 方 法 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る laeverin蛋 白
質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 を 包 含 す る 。 laeverin蛋 白 質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る 蛋 白 質
と し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 変 異 体 で あ っ て 、 laeverin蛋 白 質 に 特 有 の 機 能 、 性 質 を 有
す る 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配
列 に お い て 、 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 の
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る か 、 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し
く は １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し て い て も よ く 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 の ア ミ
ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ て い て も よ い 。 laeverin蛋 白 質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る 蛋 白
質 に は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 約 ５ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ７ ０ ％ 以 上 、 よ
り 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以
上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 有 し 、 か つ 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の laeverin蛋 白 質 と 実 質 的 に 同
質 の 機 能 、 性 質 を 有 す る 蛋 白 質 も 包 含 さ れ る 。 変 異 体 の 製 造 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、
例 え ば 文 献 （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual第 ３ 版 第 １ － ３ 巻  Sambrook， J.
ら 著 ， Cold Spring Harber Labolatory Press出 版 ） 記 載 の 方 法 に よ り 実 施 で き る 。
　 本 発 明 の laeverin蛋 白 質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 又 は 変 異 体 は 、 例 え ば CHL-2モ ノ
ク ロ ー ル 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る こ と 、 細 胞 浸 潤 ア ッ セ イ （ 後 述 の 実 験 例 １ 参 照 ） で 高 い 細
胞 浸 潤 能 を 示 す こ と 等 に よ り 、 同 定 す る こ と が で き る 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 通 常 は 、 そ れ を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 行 う 。 例 え ば 、 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 や PCR法 等 に よ り 変 異 を 導 入 す る が 、
市 販 の 変 異 導 入 用 キ ッ ト を 用 い て 変 異 を 導 入 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る laeverinを コ ー ド す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ laeverin蛋 白 質 に 特 有 の 機 能 、 性 質 を 有 す る 蛋 白 質 を
コ ー ド す る DNA、 該 DNAに よ っ て コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質 を も 包 含 す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
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な 条 件 と は 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ で あ り 、 温 度 が 50℃ の 条 件 を い う 。 よ り 詳
し く は 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual第 3版 第 1-3巻  Sambrook， J.ら 著 ， Col
d Spring Harber Labolatory Press出 版 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ り laeverin DNAの 塩 基 配 列 が 決 定 さ れ た の で 、 当 業 者 な ら ば 常 法 に 従 い 、 化
学 合 成 に よ っ て 、 又 は 決 定 さ れ た 当 該 塩 基 配 列 か ら 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ
っ て 、 本 発 明 の DNAを 得 、 そ れ を 用 い て laeverin蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の laeverin DNAを 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ り 、 組 換 え ベ ク タ ー を 得 る
こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず
例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNA、 フ ァ ー ジ DNA等 が 挙 げ ら れ る 。
　 プ ラ ス ミ ド DNAと し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば ｐ BR322等 ） 、 枯 草 菌 由 来 の
プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pUB110等 ） 、 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば YEp13等 ） な ど が 挙 げ ら
れ 、 フ ァ ー ジ DNAと し て は λ フ ァ ー ジ （ 例 え ば λ gt10等 ） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 、 ア デ ゛ ノ ウ イ ル ス 又 は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス な ど の 動 物 ウ イ ル ス や バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス な ど の 昆 虫 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と も で き る 。
　 ベ ク タ ー に laeverin DNAを 挿 入 す る に は 、 ま ず 、 精 製 DNAを 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 し 、
必 要 に 応 じ て そ の 上 流 に 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 付 加 し 、 適 当 な ベ ク タ ー DNA
の 制 限 酵 素 部 位 又 は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入 し て ベ ク タ ー に 連 結 す る 。 発 現 ベ ク
タ ー は 適 当 な 宿 主 に 導 入 さ れ た 時 、 目 的 DNAを 発 現 す る た め に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン
サ ー 、 選 択 マ ー カ ー 等 を 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 方 法 は
当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 上 記 の 組 換 え ベ ク タ ー を 、 laeverin DNAの 発 現 に 適 し た 宿 主 中 に 導 入 す る こ と に よ り 形
質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。 宿 主 は 、 本 発 明 の DNAを 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定
さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia coli） 等 の Escherichi
a属 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 等 の バ チ ル ス 属 の 細 菌 、 サ ッ カ ロ ミ セ
ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 等 の 酵 母 、 COS細 胞 、 CHO細 胞 等 の 動 物 細 胞
、 及 び Sf9、 Sf21等 の 昆 虫 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
　 そ れ ぞ れ の 宿 主 に 関 し て 適 当 な プ ロ モ ー タ ー (例 え ば trpプ ロ モ ー タ ー 、 lacプ ロ モ ー タ
ー （ 細 菌 )、 gal１ プ ロ モ ー タ ー （ 酵 母 ） 、 SV40プ ロ モ ー タ ー （ 動 物 細 胞 ） 等 ） な ど が 既 知
で あ り 、 こ れ ら か ら 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
　 組 換 え ベ ク タ ー の 宿 主 へ の 導 入 方 法 も 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を
用 い る 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 等 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の laeverin蛋 白 質 は 、 上 で 作 成 し た 形 質 転 換 体 を イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 培 養
し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 生 産 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 選 択 し た 宿 主 に 応 じ て 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ 、 そ れ
ぞ れ の 宿 主 に 適 し た 培 地 、 培 養 条 件 も 既 知 で あ る 。
　 通 常 、 微 生 物 が 宿 主 で あ る 場 合 の 培 地 と し て は 、 微 生 物 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、
無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体 の 培 養 を 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 培 地 で あ れ ば 、 天 然
培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。 培 養 は 、 通 常 、 振 盪 培 養 又 は 通 気 攪 拌 培 養 な ど
の 好 気 的 条 件 下 、 ３ ７ ℃ で ８ ～ １ ２ 時 間 行 う 。
　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物
を 培 養 す る 場 合 は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 動 物 細 胞 が 宿 主 で あ る 場 合 の 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て い る RPMI-1640培 地 、 DME
M培 地 又 は こ れ ら の 培 地 に ウ シ 胎 仔 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 が 挙 げ ら れ る 。 培 養 は 、 通 常
、 5％ CO２ 存 在 下 、 37℃ で 2～ 3日 行 う 。 培 養 後 、 発 現 し た 蛋 白 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 蓄
積 さ れ て い る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞 を 破 砕 す る こ と に よ り 抽 出 す る 。 ま た 、 菌 体 外 又 は
細 胞 外 に 分 泌 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌 体 又 は
細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 蛋 白 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 方 法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 前 記 培 養 物 中
か ら 目 的 の 蛋 白 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 な お 、 本 発 明 は 組 換 え 法 で 得 ら れ る 蛋 白 質 の み な ら ず 、 組 織 か ら 単 離 精 製 さ れ た 蛋 白 質
、 あ る い は ペ プ チ ド 化 学 合 成 に よ り 製 造 さ れ る も の も 包 含 す る 。 し か し 、 組 換 え 法 で 製 造
さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

（ １ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 本 発 明 の laeverin蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 前 記 の よ う に し て 調
製 し た laeverin蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る 。 抗 原 の 動 物 １ 匹 当
た り の 投 与 量 は 、 マ ウ ス の 場 合 、 ５ ０ μ ｇ で あ る 。 免 疫 は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ
ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヒ ト な ど ） に 静 脈 内 、 皮 下 又 は 腹 腔 内 に 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。 ま た 、
免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 数 日 か ら 数 週 間 間 隔 、 好 ま し く は ２ ～ ３ 週 間 間 隔 で 、 １ ～
１ ０ 回 、 好 ま し く は ４ ～ ５ 回 で あ る 。 最 終 の 免 疫 日 か ら ７ ～ １ ０ 日 後 に 抗 体 価 を 測 定 し 、
最 大 の 抗 体 価 を 示 し た 日 に 採 血 し 、 抗 血 清 を 得 る 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EL
ISA） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ RIA） 、 免 疫 組 織 染 色 法 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。
　 抗 血 清 か ら 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 は 、 硫 安 塩 析 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 公 知 の 方 法 を 適 宜 選 択 し て 、
又 は こ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 １ ） 免 疫
　 本 発 明 の laeverin蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 前 記 の よ う に し て 調
製 し た laeverin蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る 。 免 疫 は 、 哺 乳 動 物
（ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス な ど ） に 静 脈 内 、 皮 下 又 は 腹 腔 内 に 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。 抗
原 の １ 回 の 投 与 量 は 、 マ ウ ス の 場 合 １ 匹 当 た り ３ ０ μ ｇ で あ る 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に
限 定 さ れ ず 、 数 日 か ら 数 週 間 間 隔 、 好 ま し く は ２ ～ ３ 週 間 間 隔 で 、 最 低 ４ ～ ５ 回 行 う 。 そ
し て 、 最 終 免 疫 後 、 抗 体 産 生 細 胞 を 採 集 す る 。 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 脾 臓 細 胞 が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ２ ） 細 胞 融 合
　 脾 臓 細 胞 等 の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 う 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し
て 、 マ ウ ス な ど の 動 物 由 来 の 細 胞 で あ っ て 一 般 に 入 手 可 能 な 株 化 細 胞 を 使 用 す る こ と が で
き る 。 使 用 す る 細 胞 株 と し て 、 薬 剤 選 択 性 を 有 し 、 未 融 合 の 状 態 で は Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 （ ヒ
ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む ） で 生 存 で き ず 、 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合
し た 状 態 で の み 生 存 で き る 性 質 を 有 す る も の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 具 体
例 と し て は P3X63－ Ag、 Ｘ 63Ａ ｇ 8.653な ど の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が 挙 げ ら れ る 。
　 血 清 を 含 ま な い DMEM、 RPMI-1640培 地 な ど の 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 中 に 、 抗 体 産 生 細 胞 と
ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 所 定 の 割 合 （ 例 え ば ３ ： １ ） で 混 合 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の
細 胞 融 合 促 進 剤 存 在 の 下 で 、 あ る い は 電 気 パ ル ス 処 理 （ 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-160473 A 2005.6.23

laeverinに 対 す る 抗 体



　 ３ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別
　 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン （ 100μ m） 、 ア ミ ノ プ テ リ ン （ 0.4μ m） 及 び チ ミ ジ ン （ 16μ M
） を 含 む 培 地 を 用 い て 培 養 し 、 生 育 す る 細 胞 を ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 得 る こ と が で き る 。
　 次 に 、 増 殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 に 、 目 的 と す る 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 通 常 の 方 法 に 従 え ば よ く 、 特 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 生 育 し た ウ ェ ル に 含 ま れ る 培 養
上 清 の 一 部 を 採 集 し 、 免 疫 染 色 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） 、 RIA等 に よ っ て ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ４ ） ク ロ ー ニ ン グ
　 融 合 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 限 界 希 釈 法 等 に よ り 行 い 、 最 終 的 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産
生 細 胞 で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 す る 。 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 採 取 す る に は 、 通 常 の 細 胞 培 養 法 等 を 採 用 す る こ と が で き る 。
　 細 胞 培 養 法 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 含 有 RPMI-1640培 地 又 は Ｍ
Ｅ Ｍ 培 地 等 の 動 物 細 胞 培 養 培 地 中 、 通 常 の 培 養 条 件 （ 例 え ば 37℃ 、 5％  CO２ 濃 度 ） で  例
え ば １ ４ 日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 取 得 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ５ ） 精 製
　 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 は 、 硫 安 分 画 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 公 知 の 方 法 を 適 宜 に 選 択
し て 、 又 は こ れ ら の 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
　 な お 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 着 床 部 及 び 卵 膜 組 織 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 法 、
遺 伝 子 発 現 細 胞 を 用 い た 免 疫 細 胞 染 色 法 又 は 生 成 さ れ た 組 換 え 蛋 白 質 を 用 い た ELISA法 に
基 づ い て 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る DNAの コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は 5’ ノ
ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 中 の 断 片 DNAと 相 補 的 な 配 列 を も つ DNA若 し く は そ の DNAに 対 応 す る R
NA、 又 は そ の 化 学 的 修 飾 体 」 と は 、 二 本 鎖 DNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 の DNA又 は そ の ア ン チ セ ン
ス 鎖 の DNAに 対 応 す る RNAで あ っ て （ 以 下 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う ） 、 DNA
若 し く は RNAに 結 合 し 、 laeverinの 発 現 を 調 節 す る も の を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 例 え ば laeverin蛋 白 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 つ き DNAと し て 製
造 す る か 、 又 は こ の DNAを ア ン チ セ ン ス の 向 き に 発 現 プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 む こ と で RNAと し
て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か
ら な る DNAの コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 5’ ノ ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 の い ず れ の 部 分 の DNA断 片 と 相
補 的 な 配 列 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 転 写 開 始 部 位 、 翻 訳 開 始 部 位 、 5’ 非 翻 訳 領 域
、 エ ク ソ ン と イ ン ト ロ ン と の 境 界 領 域 若 し く は 5’ CAP領 域 に 相 補 的 配 列 で あ る こ と が 望 ま
し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 「 DNA若 し く は そ の DNAに 対 応 す る RNA」 の 「 化 学 的 修 飾 体 」 と し て は 、 DNA又 は RNA
の 細 胞 内 へ の 移 行 性 又 は 細 胞 内 で の 安 定 性 を 高 め る た め に 修 飾 さ れ た 誘 導 体 で あ り 、 例 え
ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ア ル キ
ル ホ ス ホ ナ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ア ミ デ ー ト 等 の 誘 導 体 (” Antisense RNA and DNA”  WIL
EY-LISS刊  1992 P.1-50)が 挙 げ ら れ る 。 こ の 化 学 的 修 飾 体 は 、 同 文 献 等 に 記 載 の 方 法 に 従
っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 化 学 的 修 飾 体
を 用 い て 、 laeverin蛋 白 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と に よ り 、 laeverin陽 性
細 胞 の 生 存 、 転 移 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 化 学
的 修 飾 体 を そ の ま ま 投 与 す る 場 合 は 、 好 ま し い 長 さ と し て は 、 例 え ば ５ ～ ２ ０ ０ 塩 基 の も
の が 挙 げ ら れ 、 さ ら に 好 ま し く は ８ ～ ５ ０ 塩 基 の も の が 挙 げ ら れ 、 特 に 好 ま し く は １ ０ ～
３ ０ 塩 基 の も の が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 む 場 合 は 、 そ の 好 ま し
い 長 さ と し て は 、 １ ０ ０ ０ 塩 基 以 下 、 好 ま し く は ５ ０ ０ 塩 基 以 下 、 よ り 好 ま し く は １ ５ ０
塩 基 以 下 で あ る 。 発 現 プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん だ 後 、 目 的 の 細 胞 に 常 法 に 従 っ て 導 入 す る 。
導 入 は リ ポ ソ ー ム や 組 換 え ウ イ ル ス な ど を 利 用 す る 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン
ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 プ ラ ス ミ ド は 通 常 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て プ ロ モ ー タ ー の 下 流
、 逆 向 き に 、 す な わ ち laeverin遺 伝 子 が 3’ か ら 5’ の 向 き に 転 写 さ れ る よ う に 、 連 結 す る
こ と に よ り 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の laeverin蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAは 該 蛋 白 質 の 発 現 を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 該 DNAを 含 む イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ の 発 現 系 を 利 用 し
、 当 該 技 術 分 野 に お い て 特 定 の 蛋 白 質 の 発 現 を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り 、 目 的 の 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 laeverin蛋 白 質 、 そ の 変 異 体 又 は 抗 体 は 、 laeverinに 関 連 す る 生 理 活 性 を 促 進 或
い は 抑 制 す る こ と に よ り 、 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 、 治 療 、 予 防 や 一 般 的 な 創 傷 治 癒 の 調 節 、 神
経 再 生 の 調 節 、 梗 塞 部 位 治 癒 の 調 節 、 臓 器 再 生 の 調 節 、 血 管 新 生 の 調 節 、 悪 性 腫 瘍 浸 潤 の
調 節 、 自 己 免 疫 疾 患 に よ る 組 織 変 性 ・ 炎 症 反 応 の 調 節 等 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 治 療 用 途 に 用 い る た め に は 、 こ れ ら を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 適 当 な 担 体 、 賦 形 剤 と 無 菌 的
に 混 合 す る こ と に よ り 、 例 え ば 注 射 用 製 剤 （ 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 ） 、 埋 め 込 み 製 剤 と し
て 調 製 す る 。 本 発 明 組 成 物 は 、 通 常 、 非 経 口 投 与 で 、 好 ま し く は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下
組 織 も し く は 腹 腔 、 胸 膜 腔 、 関 節 腔 な ど の 体 腔 内 に 投 与 さ れ る 。 laeverin蛋 白 質 、 抗 体 等
の 投 与 量 は 治 療 目 的 、 患 者 の 体 重 、 年 齢 、 症 状 等 の 種 々 の 因 子 に 基 づ い て 臨 床 医 に よ り 決
定 さ れ る が 、 通 常 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 約 ０ .０ １ ｍ ｇ 以 上 、 よ り 一 般 的 に は 、 約 ０ .１ ｍ
ｇ 以 上 、 好 ま し く は 約 １ ｍ ｇ 以 上 で あ る 。 投 与 量 の 上 限 は 症 例 ご と に 異 な る が 、 １ 週 間 の
総 計 と し て 、 一 般 に 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り １ ,０ ０ ０ ｍ ｇ 以 下 、 好 ま し く は １ ０ ０ ｍ ｇ 以 下
、 よ り 好 ま し く は １ ０ ｍ ｇ 以 下 と す る 。
　 laeverin蛋 白 質 を 定 量 す る こ と に よ る 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 は 、 上 記 laeverin蛋 白 質 の 定 量
法 に 記 載 の 定 量 法 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 laeverin DNA又 は ア チ セ ン ス DNAを 用 い て 、 例 え ば EVTに laeverinの 発 現 を 抑 制 す る こ と
に よ り 細 胞 浸 潤 を 阻 害 又 は 調 節 す る こ と が で き 、 創 傷 治 癒 の 調 節 、 神 経 再 生 の 調 節 、 梗 塞
部 位 治 癒 の 調 節 、 胎 盤 形 成 の 調 節 、 臓 器 再 生 の 調 節 、 血 管 新 生 の 調 節 、 悪 性 腫 瘍 浸 潤 の 調
節 、 自 己 免 疫 疾 患 に よ る 組 織 変 性 ・ 炎 症 反 応 の 調 節 な ど の 治 療 及 び 予 防 に 有 用 で あ る 。
　 laeverin DNAや ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 等 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 誘 導 体 は
、 安 定 化 剤 、 緩 衝 液 、 溶 媒 な ど と 混 合 し て 製 剤 し た 後 、 抗 生 物 質 、 抗 炎 症 剤 、 麻 酔 薬 な ど
と 同 時 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の 製 剤 は 、 連 日 又 は 数 日 か ら 数 週 間 お き に 投 与 す る こ
と が で き る 。 ま た 、 頻 回 の 投 与 を 避 け る た め に 徐 放 性 の ミ ニ ペ レ ッ ト 製 剤 を 作 成 し 患 部 近
く に 埋 め 込 む こ と も 可 能 で あ る 。 あ る い は オ ス モ チ ッ ク ポ ン プ な ど を 用 い て 患 部 に 連 続 的
に 徐 々 に 投 与 す る こ と も で き る 。 通 常 、 投 与 量 は 作 用 部 位 に お け る 濃 度 が 0.1nM-10μ Mに
な る よ う に 調 製 す る 。
　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 該 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定 す る も の で
は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】

（ １ ） 試 薬
　 マ ウ ス 抗 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 8, 18 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ clone 5D3, IgG1） は Ylem S.
R.L.（ Rome, Italy） か ら 購 入 し た 。 マ ウ ス  IgG1（ clone DAK-GO1, DAKO, Glostrup, Den
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mark） を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 染 色 と し て 用 い た 。 FITC-結 合 ラ ビ ッ ト 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ
ン （ Dakopatts, Glostrup, Denmark） を 免 疫 染 色 法 の 二 次 抗 体 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ ２ ） 組 織 標 本
　 妊 娠 満 期 胎 盤 （ n=15） 及 び 卵 膜 は 正 常 分 娩 よ り 得 た 。 RNA抽 出 の た め に 組 織 は 迅 速 に 液
体 窒 素 中 で 凍 結 し -80℃ で 保 存 し た 。 免 疫 染 色 法 の た め に 、 各 組 織 は OCT compound（ Tissu
e-Tec,Miles Inc. Diagnostic Division, Elkhart,IN,USA） で 包 埋 し 、 液 体 窒 素 中 で 凍 結
し -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ ３ ） EVT特 異 的 蛋 白 質 ス ク リ ー ニ ン グ 用 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 と 選 別 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
　 卵 膜 か ら chorion laeve を 用 手 的 に 剥 離 し 鋏 で 細 切 し た 。 こ の 小 片 １ mg（ Ｐ Ｂ Ｓ 中 ） を
８ 週 齢  BALB/c マ ウ ス の 腹 腔 内 に ４ 週 ご と ４ 回 注 入 し た 。 最 終 免 疫 よ り ５ 日 目 に こ れ ら マ
ウ ス の 脾 細 胞 を 採 取 し て X63Ag8.653 骨 髄 腫 細 胞 と 3:1の 比 率 で 混 合 し 、 50%ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 3000を 用 い て 細 胞 融 合 し た 。 静 置 後 に 15%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む HAT培 地 に 浮 遊 さ
せ 、 あ ら か じ め ３ 週 齢 の マ ウ ス よ り 採 取 分 離 し た 胸 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 敷 き つ
め て お い た 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 で こ の 融 合 細 胞 を 培 養 し た 。 増 殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ
の 培 養 上 清 を 適 宜 採 取 し 、 卵 膜 組 織 か ら 作 成 し た 凍 結 切 片 を 用 い て 間 接 蛍 光 免 疫 染 色 を 行
い 、 EVTに 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 重 要 な 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は そ の 培 養 液 を 適 宜 HT培 地 さ ら に は 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む R
PMI1640培 養 液 に シ フ ト し 、 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を ３ 回 施 行 し 、 安 定 し て 抗 体
を 産 生 す る 細 胞 株 を 選 択 し た 。 こ れ を さ ら に 培 養 増 殖 さ せ 、 あ ら か じ め 0.5mlの pristane 
(2,6,10,14- tetramethylpentadecane, Aldrich, Milwaukee, WI, USA)処 理 （ 腹 腔 内 投 与
） を し た BALB/c雌 マ ウ ス の 腹 腔 内 に ２ ｘ １ ０ ７ cellsの 割 合 で 投 与 し た 。 約 10日 後 に 腹 腔
内 で 増 殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 し た 抗 体 を 大 量 に 含 む 腹 水 を 採 取 し 、 こ れ よ り 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 画 を Affi-gel protein A (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を 用 い
て 分 離 し 、 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
　 こ の よ う に し て 、 免 疫 染 色 法 で １ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 し た 。 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が
産 生 す る 抗 体 CHL-2は IgG1 isotypeに 属 し て い た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ ４ ） 免 疫 組 織 染 色
　 間 接 蛍 光 免 疫 染 色 法 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
　 凍 結 組 織 を ク リ オ ス タ ッ ト ・ ミ ク ロ ト ー ム （ cryostat microtome、 Cryocut 1800, Reic
hert-Jung, Heiderberg, Germany） で 7-μ m厚 の 切 片 を 作 成 し 、 直 ち に Neoplane（ Nisshin
 EM, Tokyo, Japan） コ ー ト し た ス ラ イ ド グ ラ ス に 載 せ て 風 乾 し 、 ア セ ト ン に て -20℃ で 5
分 間 固 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 標 本 切 片 を 精 製 し た CHL-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 5μ g/ml） 、 抗 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 8, 1
8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 5μ g/ml） あ る い は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 (mouse IgG1 negative 
control (clone DAK-GO1, DAKO, Glostrup, Denmark)、 5μ g/ml)で 60分 室 温 で 反 応 さ せ た
。 抗 体 は 10% ウ シ 胎 児 血 清 と 0.1% NaN 3 を 含 む RPMI 1640培 養 液 で 希 釈 し た 。 洗 浄 後 、 FITC
-結 合 ラ ビ ッ ト 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 希 釈 率  1:40） で 遮 光 下 に 30分 反 応 さ せ た 。 標 本
は PBSで 洗 浄 し anti-fade agent（ Perma Fluor Aqueous Mounting Medium; Immunon, Pitt
sburgh, PA, USA） を か ぶ せ 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ Olympus, Tokyo, Japan） で 観 察 し た 。 連 続 し
た 標 本 切 片 の 幾 つ か は ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン 染 色 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。
　 図 １ の A-Cは 妊 娠 満 期 胎 盤 に お け る 結 果 を 示 す 。 Aは ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ ジ ン 染 色 、 Bは
抗 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 8、 18 mAbを 用 い る FITC-染 色 、 Cは CHL-2 mAbを 用 い る FITC-染 色 の
結 果 で あ る 。 図 中 、 AEは , amniotic（ 羊 膜 ） 上 皮 組 織 を 表 し 、 CLは chorion laeveを 表 す
。 ま た 、 chorion laeve(CL)層 は 点 線 で 示 さ れ て い る 。 Cytokeratin 8, 18は 羊 膜 上 皮 組 織
と chorion laeve中 の EVTに 高 度 に 検 出 さ れ た (矢 印 )。 免 疫 反 応 性 の laeverinは chorion la
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eveの 外 側 の EVTの 細 胞 表 面 領 域 に 明 確 に 検 出 さ れ た  (矢 印 頭 部 , C） 。 な お 、 バ ー は 100μ
mで あ る 。
　 こ の よ う に 、 CHL-2抗 原 は chorion laeve中 の EVTに 検 出 さ れ た 。 し か し 、 胎 児 の 羊 膜 上
皮 や 母 体 の 脱 落 膜 細 胞 に は そ の 発 現 は 認 め ら れ な か っ た 。 CHL-2抗 原 は ま た 母 体 の 脱 落 膜
組 織 中 に 侵 入 し つ つ あ る EVTに も 発 現 し て い た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 主 な 発 現 部 位 は EVTの 細
胞 表 面 領 域 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ ５ ） 絨 毛 膜 （ chorion laeve） と 胎 盤 か ら の CHL-2抗 原 の 精 製
　 CHL-2抗 原 の 精 製 は 前 記 と 同 様 に 行 っ た 。
　 組 織 材 料 （ chorion laeve, 1g; 胎 盤 , 5g; 湿 重 量 ） 10か ら 50 mlの 、 150 mM NaCl, 5 m
M EDTA, 1% Nonidet P-40（ Sigma, St. Louis, MO, USA） , 0.2 mg/ml フ ェ ニ ル メ チ ル ス
ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド  塩 酸 塩 （ 和 光 純 薬 ） 、 10 μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン （ Peptide Institute
 Inc.） 及 び 10 μ g/ml ペ プ チ タ チ ン （ Peptide Institute Inc.） を 含 む 40 mM リ ン 酸 緩
衝 液 、 pH 7.3中 で 撹 拌 し た 。 遠 心 後 （ 11,000 x g ; 30分 ） 、 Nonidet P-40を 除 い た 組 織
溶 液 で 0.3%に 希 釈 す る こ と で Nonidet P-40濃 度 を 下 げ た 。 上 清 は 非 特 異 的 に 結 合 し た 成 分
を 除 く た め に 10 mlの 抗 -ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ TNP, 無 関 係 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 結
合 し た Affigel 10（ Bio-Rad Labs., Hercules, CA, 2 mg IgG/ml gel） を 含 む カ ラ ム に 4
℃ で 通 し た 。 濾 過 さ れ た 分 画 を 0.15 mlの CHL-2を 結 合 し た Affigel 10（ 2 mg IgG/ml gel
） と 4℃ で 2時 間 反 応 さ せ た 。 充 分 に ゲ ル を 洗 浄 後 、 抗 原 を 0.1% Nonidet P-40を 含 有 す る 0
.5 M NH 4 OHで 溶 出 し た 。 溶 出 物 は 室 温 で 真 空 中 で 乾 燥 さ せ た 。 サ ン プ ル は 0.1 Mジ チ オ ス
レ イ ト ー ル に 溶 解 し 、 8% ス ル フ ェ ー ト -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） で
分 離 し た 。 ゲ ル 中 の 蛋 白 は 銀 染 色 キ ッ ト （ 和 光 純 薬 ） を 用 い て 銀 染 色 し た 。 同 じ 実 験 を 別
の 組 織 材 料 を 用 い て ３ 回 繰 り 返 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ２ 中 、 レ ー ン 1は 分 子 量 マ ー カ ー （ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA、 200 
kDa: Myosin、 116 kDa: β -galactosidase、 97.4 kDa: PhosphorylaseB、 66 kDa: Serum 
albumin） 、 レ ー ン 2-5は ４ 個 の 胎 盤 組 織 か ら 独 立 し て 精 製 さ れ た laeverin類 、 レ ー ン ６ は
無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 TNP(コ ン ト ロ ー ル ) mAbを 用 い て 胎 盤 か ら 精 製 し た
蛋 白 質 で あ る 。 主 要 蛋 白 質 バ ン ド (矢 印 )が 160 kDa付 近 に 観 察 さ れ た 。
　 図 ２ か ら 明 ら か に 、 CHL-2抗 原 分 子 は chorion laeveと 胎 盤 か ら 精 製 さ れ た 。 SDS-PAGEで
こ れ ら の 組 織 か ら 精 製 さ れ た CHL-2抗 原 は 同 じ 蛋 白 の バ ン ド を 有 し て お り 、 分 子 量 は 約 160
 kDaで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ６ ） 胎 盤 か ら 精 製 さ れ た CHL-2抗 原 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析
　 300gの ヒ ト 胎 盤 組 織 を 800 mlの 0.2 mg/mlフ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド 塩 酸 塩
を 含 む 溶 解 液 中 で 撹 拌 し た 。 遠 心 （ 15,000 x g ; 30 min） 後 、 上 清 を 10 μ m孔 の 膜 で 濾
過 し 、 Nonidet P-40を 除 い た 組 織 溶 液 で 0.3%に 希 釈 す る こ と で Nonidet P-40 濃 度 を 下 げ
た 。 20 mlの 抗 -TNP抗 体 を 結 合 さ せ た Affigel 10と 4℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 ゲ ル を 取 り
除 い た 。 溶 解 物 は CHL-2を 結 合 さ せ た 0.6 mlの Affigel 10と 4℃ で 2時 間 反 応 さ せ た 。 抗 原
を 上 記 の 如 く 溶 出 し た 。 こ の 過 程 を ３ つ の サ ン プ ル を 用 い て ７ 回 繰 り 返 し た 。 精 製 し た 抗
原 は 3 mM Tris HCl buffer, pH 6.8（ 0.1% SDS含 有 ） で 透 析 し 、 乾 燥 さ せ た 。 精 製 抗 原 を
8% SDS-PAGEで 電 気 泳 動 し た 。 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 の 蛋 白 を 50 mM Tris, 15 mM ホ
ウ 酸 , 0.05% SDS, 及 び 20% エ タ ノ ー ル 中 、 PVDF膜 （ Millipore Co., Bedford, MA, USA）
に ブ ロ ッ ト し た 。 蛋 白 を Coomassie Blueで 染 色 し 、 主 な 蛋 白 バ ン ド を 切 り 出 し て ア ミ ノ 酸
シ ー ケ ン サ ー PSQ-1（ Shimazu Co., Kyoto, Japan） で 解 析 し た 。 精 製 し た CHL-2抗 原 は さ
ら に そ の 内 部 で 切 断 し 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で ペ プ チ ド 分 画 に 分 離 し た 。 各 ペ プ
チ ド 分 画 の N端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 上 記 と 同 様 に 解 析 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は NCBI we
bsite（ http: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） の BLASTを 利 用 し て 解 析 し た 。 結 果 を 表 １
に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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表 １ 　 ヒ ト 胎 盤 か ら 精 製 し た laeverinの 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　 N末 端 領 域 の １ １ 残 基 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 は 報 告 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と は 相 同 性 が な
か っ た 。 独 立 し て 決 定 さ れ た ４ 個 の 内 部 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 １ つ は 報 告 さ れ て い
な い 配 列 で あ っ た  (内 部 配 列 1)。 し か し 、 他 の ３ 個 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 (内 部 配 列 2-4)は
３ ’ 側 1672塩 基 対 か ら な る EST（ AK075131　 発 現 遺 伝 子 配 列 断 片 か ら 翻 訳 さ れ る 配 列 と 完
全 に 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ ７ ） Total RNA抽 出 と 5’  RACE（ 5’ rapid amplification of cDNA ends）
　 EST(AK075131)の 情 報 に 基 づ き CHL-2抗 原 を コ ー ド す る cDNAの 5’ 側 の 配 列 を 5’ RACE法 で
解 析 し た 。
　 Total RNAは chorion laeve (1g) か ら RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を
用 い て 供 給 者 の 指 示 に し た が っ て 抽 出 し た 。 mRNAの ５ ’ 末 端 に ア ダ プ タ ー 付 加 し た cDNAを
SMART RACE cDNA Amplification Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA)
を 用 い て 作 成 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て 、 ア ダ プ タ ー の 部 分 塩 基 配 列 を 有 す る セ ン ス プ ラ イ マ
ー （ 5’ - CTAATACGACTCACTATAGGGCAAG-3’ 、 配 列 番 号 ８ ） と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー （ 5’ - TTTCCACCTTCATGGCCACAGCTC-3’ 、 配 列 番 号 ９ ） を 用 い て PCR反 応 を 行 っ た
（ 下 線 部 は 制 限 酵 素 EcoRIの 切 断 配 列 ） 。 PCRの 反 応 条 件 は 、 94℃ 5秒 、 72℃ 3分 を 5サ イ ク
ル 、 94℃ 5秒 、 70℃ 10秒 、 72℃ 3分 を 5サ イ ク ル 、 94℃ 5秒 、 68℃ 10秒 、 72℃ 3分 を 25サ イ ク
ル で あ っ た 。 得 ら れ た cDNA を 単 離 し DNA 配 列 を 解 析 し た 。 上 記 の 5’ RACE法 で 決 定 し た DN
A配 列 の 相 同 性 を NCBI websiteの BLASTで 解 析 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 得 ら れ た ｃ DNAの 塩 基 配 列 を 図 ３ 及 び 配 列 番 号 １ に 、 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ４ 及 び 配
列 番 号 ２ に 示 す 。
　 図 ３ （ 配 列 番 号 １ ） に 記 載 の 、 cDNAク ロ ー ン が コ ー ド す る 配 列 （ 図 ４ 及 び 配 列 番 号 ２ ）
は 先 に 同 定 し た 精 製 CHL-2抗 原 の N末 端 領 域 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 致 し た 。 CHL-2抗 原 を
コ ー ド す る cDNAの 全 長 配 列 （ 2970塩 基 対 ） は こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い 。 コ ー ド 領 域 は
配 列 番 号 １ に お け る 塩 基 53-3022の 領 域 で あ り 、 翻 訳 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ 酸 990で
あ っ た （ 図 4） 。 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 最 後 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い た （ 268-277） 。
こ の 新 規 な 抗 原 蛋 白 質 を 「 laeverin」 と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ ８ ） CHL-2抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 検 索
　 CHL-2抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ  N（ EC 3.4.11.2） と そ れ ぞ れ 36%（ ide
ntities） 及 び 54%（ positives） の 相 同 性 を 有 し て い た 。 ま た グ ル タ ミ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ （ aminopeptidase A, EC 3.4.11.7） （ L. Li,et al., Genomics 17 (1993) 657-664)
や オ キ シ ト シ ナ ー ゼ /イ ン ス リ ン -制 御 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ insulin-regulated aminopep
tidase（ EC 3.4.11.3） (P.G. Laustsen, et al., Biochim. Biophys. Acta. 1352 (1997)
 1-7及 び S.R. Keller, et al., J. Biol. Chem. 270 (1995) 23612-23618） と も 相 同 性 を
持 っ て い た 。 こ れ ら は す べ て MA族  gluzincinア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 類 の M1 family zinc ami
nopeptidase（ A.J. Barrett, Methods Enzymol. 244 (1994) 1-15)に 属 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ ９ ） Northern blot法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 検 索
　 ス ク リ ー ニ ン グ 的 な 実 験 は 、 本 発 明 の 分 子 量 約 160 kDaの 新 規 な 蛋 白 質 laeverinが 、 免
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疫 組 織 染 色 で EVTが 存 在 す る 胎 盤 や 卵 膜 以 外 の 卵 巣 、 子 宮 な ど に は 発 現 し て お ら ず 、 EVTに
特 異 的 に 発 現 し て い る こ と を 示 し て い た 。
　 Northern blot法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 検 索 の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 Northern blot法 は 、 以
下 の 手 順 に 沿 っ て 施 行 し た 。 ま ず 制 限 酵 素 BstXIで ベ ク タ ー pCMV-scriptプ ラ ス ミ ド を 切 断
し 、 5’ RACEで 作 成 さ れ た laeverinを エ ン コ ー ド す る PCR産 生 物 を 挿 入 し た の ち 、 E.coliを
形 質 転 換 し た 。 E. coli を 増 殖 さ せ 、 プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し た 。 直 線 化 し た プ ラ ス ミ ド を 3 2

Pで ラ ベ ル し 、 プ ロ ー ブ と し た 。 ヒ ト 多 臓 器 か ら 抽 出 し た mRNAサ ン プ ル は ク ロ ー ン テ ッ ク
社 か ら Multiple Tissue membraneと し て 購 入 し た 。 得 ら れ た membrane (Human 12-Lane Mu
ltiple Tissue Northern Blot) を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ バ ッ フ ァ ー （ フ ァ ル マ
シ ア 社 ） 中 で 、 65℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た の ち 、 3 2 Pラ ベ ル し た laeverinプ ロ ー ベ
を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 0.1% SDSを 含 む ２  x standard saline citrate (SCC, 2
mM 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 20mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム )溶 液 で 室 温 に て 15分 間 洗 浄 し 、 そ の 後 0.1% SD
S を 含 む 0.2 x SSC溶 液 で 65℃ に て 30分 間 洗 浄 し た 。 次 い で 、 -80℃ に て １ 日 間 オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ フ ィ ー を 行 い 、 laeverinに 相 当 す る 遺 伝 子 を membrane上 で 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 試
験 し た 組 織 （ 脳 (Brain)、 心 臓 (Heart)、 骨 格 筋 (Skeletal muscle)、 結 腸 （ 粘 膜 不 含 ） （ C
olon(no mucosa)、 胸 腺 (Thymus)、 脾 臓 （ Spleen)、 腎 臓 (Kidney)、 小 腸 (Small intestine
)、 胎 盤 (Placenta)、 肺 (Lung)、 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC)） の う ち 、 胎 盤 の み に て 4.0kbと 3.0
kbの 位 置 に laeverin遺 伝 子 発 現 が 確 認 さ れ た 。 種 々 の 週 数 の 胎 盤 組 織 及 び 卵 膜 組 織 を 用 い
て 検 討 し た 結 果 、 4.0kbの バ ン ド が 主 た る mRNAで あ り 、 3.0kbの バ ン ド は ス プ ラ イ シ ン グ バ
リ ア ン ト と 考 え ら れ た 。 ま た 、 胎 盤 以 外 の 脳 、 心 臓 、 骨 格 筋 、 大 腸 、 胸 腺 、 脾 臓 、 腎 臓 、
小 腸 、 肺 及 び 末 梢 血 免 疫 細 胞 な ど の 臓 器 や 細 胞 に は 発 現 が 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 CHO（ (Chinese hamster ovary） 細 胞 に laeverin遺 伝 子 を 導 入 し 、 ４ つ の 細 胞 株 を 樹 立
し た 。 そ の 膜 浸 潤 能 を 、 マ ト リ ゲ ル イ ン ベ ー シ ョ ン ア ッ セ イ (Matrigel invasion assay)
に よ り 検 討 し た 。 対 照 と し て 、 空 ベ ク タ ー を 導 入 し た laeverin遺 伝 子 陰 性 細 胞 を 用 い た 。
抗 体 と し て 、 上 記 の Ｅ Ｔ Ｖ 特 異 的 蛋 白 質 ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 体 （ CHL-2抗 体 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ １ ） 細 胞 株 B2D1、 B2D2、 D1D1及 び D1D2の 樹 立
　 laeverin遺 伝 子 を CHO細 胞 に lipofectamineを 用 い て 導 入 し 、 抗 生 剤 G418と 10%FCSを 含 ん
だ nutrient mixture F-12/HAM培 地 で 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 選 択 培 養 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た
細 胞 群 を ク ロ ー ニ ン グ し て laeverin蛋 白 の 発 現 の 有 無 に つ い て 抗 laeverin抗 体 を 用 い た 蛍
光 免 疫 染 色 法 で 確 認 し た 。 陽 性 細 胞 群 を さ ら に 培 養 し 、 抗 laeverin抗 体 を 用 い た フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 法 (FACScalibur, Becton Dickinson)で laeverin蛋 白 が 細 胞 表 面 へ 発 現 し て
い る 細 胞 を 選 別 し 、 培 養 及 び ク ロ ー ニ ン グ し て 細 胞 株 B2D1、 B2D2、 D1D1及 び D1D2を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ２ ） laeverin 発 現 細 胞 の 浸 潤 能 の 検 定
　 ア ッ セ イ は 、 既 に 報 告 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 っ た (Sato Yら 、 2002 J Clin Endocri
nol Metab 87:4287-4296: Sato Y,ら 、 2003 Development 130:5519-5532） 。
　 そ れ ぞ れ の 細 胞 株 を G418と 10%FCSを 含 ん だ nutrient mixture F-12/HAM培 養 液 に 5x10 5 /m
lの 濃 度 に 調 整 し て 細 胞 浮 遊 液 を 用 意 し た 。
　 あ ら か じ め 底 面 の メ ン ブ レ ン （ ポ ア サ イ ズ ： 8ミ ク ロ ン ） 上 に マ ト リ ゲ ル 基 底 膜 マ ト リ
ッ ク ス （ MATRGEL（ 登 録 商 標 ）  Basement Membrane； Beckton Dickinson Labware, Bedfor
d, MA） を コ ー ト し た テ ャ ン バ ー （ セ ル カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 8.0ミ ク ロ ン ポ ア サ イ ズ Ｐ Ｅ
Ｔ メ ン ブ レ ン ; Beckton Dickinson Labware, Bedford, MA） を 用 意 し 、 こ れ を 800μ lの 培
養 液 （ nutrient mixture F-12/HAM培 養 液 名 称 ） を 加 え た 24-ウ エ ル 培 養 プ レ ー ト 内 に 設 置
し た 。 チ ャ ン バ ー 内 に 200μ lの 上 記 細 胞 浮 遊 液 を 加 え て 37℃ で 20時 間 培 養 し た 。 非 浸 潤 細
胞 は マ ト リ ゲ ル 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス を 通 過 で き な い が 、 浸 潤 細 胞 は マ ト リ ゲ ル 基 底 膜 マ ト
リ ッ ク ス か ら 8ミ ク ロ ン の メ ン ブ レ ン ポ ア へ と 浸 潤 す る こ と が で き る 。
　 次 い で 、 非 浸 潤 細 胞 を 除 去 し 、 メ ン ブ レ ン を メ タ ノ ー ル で 固 定 後 に ヘ マ ト キ シ リ ン で 染
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色 し 、 マ ト リ ゲ ル 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス 内 を 浸 潤 し て 底 面 の メ ン ブ レ ン に 存 在 す る 直 径 ８ μ
ｍ の ミ リ ポ ア を 通 過 し て メ ン ブ レ ン の 下 面 ま で 到 達 し た 細 胞 数 を 計 数 す る こ と で 、 細 胞 の
浸 潤 能 を 検 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ３ ） laeverin抗 体 の 、 laeverin 発 現 細 胞 の 浸 潤 能 へ の 影 響
　 浸 潤 亢 進 を 示 し た 細 胞 群 に つ い て 、 laeverin蛋 白 を 免 疫 し て 作 製 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト laev
erinモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 10mg/ml） を 、 G418と 10%FCSを 含 ん だ nutrient mixture F-12/H
AM培 養 液 中 の 細 胞 浮 遊 液 （ 5x10 5 /ml） に 加 え 、 上 記 （ ２ ） と 同 様 に し て 細 胞 浸 潤 能 を 検 定
し た 。 こ の 実 験 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 群 間 及 び 培 養 条 件 下 で の 細 胞 増 殖 の 速 度 に は 有
意 な 差 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 laeverin遺 伝 子 を 導 入 し た ４ つ の 細 胞 株 の う ち B2D1を 除 く B2D2、 D1
D1及 び D1D2で laeverin遺 伝 子 を 導 入 し て い な い 陰 性 細 胞 株 に 比 べ 浸 潤 細 胞 数 が 有 意 に 亢 進
し た 。 中 で も B2D2及 び D1D2で は 細 胞 群 に お け る 浸 潤 細 胞 能 が 6倍 も 増 強 さ れ て い た 。
　 ま た 、 laeverin抗 体 は 、 laeverin遺 伝 子 非 導 入 の 、 陰 性 細 胞 株 に は 作 用 し な か っ た が 、
laeverin遺 伝 子 導 入 細 胞 で は 浸 潤 が 亢 進 す る 傾 向 が 観 察 さ れ た 。
　 さ ら に 、 laeverin発 現 が 強 い 細 胞 が 、 メ ン ブ レ ン 下 面 に 浸 潤 し た 細 胞 の 多 数 を 占 め て い
る こ と が 免 疫 細 胞 染 色 に て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 B2D2、 D1D1及 び D1D2の 浸 潤 能 が 陰 性 細 胞 株 に 比 べ て 高 い こ と は 、 laeverin蛋 白 が 細 胞 の
浸 潤 制 御 に 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 し て い る 。 抗 laeverin抗 体 が laeverin遺 伝 子 導 入 細 胞
の 浸 潤 能 に 影 響 を 与 え る と い う 結 果 は 、 こ の 推 論 を 支 持 す る も の と 考 え ら れ る 。
　 laeverin蛋 白 が 酵 素 で あ る こ と を 考 慮 す る と 、 実 験 結 果 は 、 生 体 に お い て も laeverin蛋
白 の 存 在 で 血 管 内 皮 細 胞 や 神 経 細 胞 な ど 種 々 の 細 胞 の 遊 走 能 や 浸 潤 能 が 変 化 し う る こ と を
示 し て お り 、 組 換 え 型 laeverinの 治 療 薬 と し て の 可 能 性 を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 の laeverinは ペ プ チ ダ ー ゼ M1モ チ ー フ と い う 長 い 領 域 を 持 っ て い る （ 98-506） 。
こ の 領 域 の な か に laeverinは 高 度 に 保 存 さ れ た モ チ ー フ 、 す な わ ち 、 His-Glu-Xaa-Xaa-Hi
s-（ 18ア ミ ノ 酸 残 基 ） -Glu（ 415-438） を 有 し て い る （ 図 4） 。 こ の 亜 鉛 結 合 モ チ ー フ は 多
く の 酵 素 活 性 に 共 通 で あ り 、 こ の 構 造 は グ ル ジ ン シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ gluzincin am
inopeptidase)と 名 付 け ら れ て い る (A.J. Barrett, Methods Enzymol. 244 (1994) 1-15)
。 laeverinの N末 端 に は 高 度 の 疎 水 性 領 域 （ 14-36, 23残 基 ） が あ り 、 こ れ は 膜 貫 通 ド メ イ
ン と 考 え ら れ る 。 従 っ て laeverinは 短 い 細 胞 内 部 分 を 持 つ 膜 結 合 型 蛋 白 で あ る と 推 測 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 laeverinの ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ  N (J. Olsen, et al., FEBS Lett. 238
 (1988) 307-314)。 と 相 同 性 を 有 し て い る 。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Nは 160 kDaの 亜 鉛 依 存 性
の 膜 結 合 型 ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る (B.L. Vallee, et al., Biochemistry 29 (1990)5647-565
9)。 こ の ペ プ チ ダ ー ゼ に 関 し て 、 卵 巣 の 内 夾 膜 細 胞 と 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 に 発 現 し て お り 、
卵 胞 発 育 や 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 の 脱 落 膜 化 の 制 御 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 報 告 さ れ て い る （
H. Fujiwara et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 74 (1992) 91-95; K. Imai, et al.
, Biol. Reprod. 46 (1992) 328-334; T. Tachibana, et al., Hum. Reprod. 11 (1996) 
497-502; K. Nakamura, et al., Hum. Reprod. 11 (1996) 1952-1957; T. Inoue, et al.
, J. Clin. Endocrinol. Metab. 79 (1994) 171-175)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 cDNAの 翻 訳 領 域 か ら 計 算 し た laeverinの 分 子 量 は 113 kDaで あ り 、 胎 盤 か ら 精 製 し た Lae
velinの 分 子 量 (160 kDa)よ り 小 さ い 。 こ の 不 一 致 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ  Nの 場 合 と 同 様 に
、 グ リ コ シ ル 化 （ 糖 鎖 ） な ど に よ る laeverinの 修 飾 に よ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 所 見 よ
り 、 こ の 新 し い 蛋 白 は 膜 結 合 型 メ タ ロ ペ プ チ ダ ー ゼ の 一 種 と 同 定 で き る 。
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　 ヒ ト chorion laeveが 膜 結 合 型 ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV（ dipep
tidyl peptidase IV、 DDPIV, EC3.4.14.5） と 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ -ゼ （ neutral endopept
idase、 NEP, EC3.4.24.11） を 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ K. Imai, et al., Am
. J. Obstet. Gynecol. 170 (1994) 1163-1168)。 最 近 、 本 発 明 者 ら は DPPIVと も う 一 つ の
膜 結 合 型 ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ M（ carboxypeptidase M、 CP-M, EC3
.4.17.12） が 母 体 の 脱 落 膜 組 織 に 侵 入 し た EVTに 発 現 し て い る こ と を 見 出 し た (Y. Sato, e
t al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 87 (2002) 4287-4296） 。 こ れ ら の ペ プ チ ダ ー ゼ は
細 胞 膜 表 面 に 発 現 し 、 細 胞 外 で い く つ か の 生 物 学 的 活 性 の あ る ペ プ チ ド を 分 解 す る こ と が
で き る 。 Kennyら は 細 胞 膜 表 面 の ペ プ チ ダ ー ゼ は 多 く の 細 胞 で 、 ペ プ チ ド 因 子 活 性 や 標 的
細 胞 へ の 到 達 を 調 節 す る こ と で そ の 成 長 や 分 化 を 制 御 し て い る こ と を 示 唆 し て い る （ A.J.
 Kenny, et al., Lancet 2 (1989) 785-787)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 卵 膜 の chorion laeveは 子 宮 内 で 胎 児 と 羊 水 を 含 む 羊 膜 に 包 ま れ て 、 胎 児 － 母 体 間 の 境
界 を 形 成 し 、 胎 児 周 囲 の 水 相 の 環 境 維 持 を 制 御 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 一 方 、 母 体 脱
落 膜 組 織 に 浸 潤 し て い る EVTは さ ら に 母 体 の ら せ ん 動 脈 に 侵 入 し 、 絨 毛 間 腔 に 充 分 な 血 流
を 供 給 す る た め に 置 換 さ れ て 血 管 を 拡 張 さ せ て い る 。 こ れ ら の ト ロ ホ ブ ラ ス ト に 発 現 す る
膜 結 合 型 ペ プ チ ダ ー ゼ は ト ロ ホ ブ ラ ス ト の 機 能 調 節 に 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る と 思 わ
れ る 。 こ の 概 念 を 補 強 す る も の と し て 、 RANTESを 含 む い く つ か の ケ モ カ イ ン が DPPIVの 基
質 で あ る こ と が 近 年 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た RANTESの 受 容 体 で あ る CCR1が DPPIVの 発 現
に 合 わ せ て EVTに 発 現 し て い る こ と も 報 告 さ れ た 。 さ ら に RANTESは EVTの 浸 潤 を 促 進 し 、 EV
T上 の DDPIVと CCR1は EVTの 浸 潤 、 代 謝 及 び ケ モ カ イ ン へ の 反 応 性 を 制 御 し て い る こ と も 示
唆 さ れ て い る （ Y. Sato, et al., Development 130(2003) 5519-5532） 。 DPPIVと CP-Mも
ま た 、 排 卵 後 の 黄 体 形 成 に お い て ヒ ト 顆 粒 膜 細 胞 の 黄 体 化 に 関 与 し て い る こ と が 提 唱 さ れ
て い る （ H. Fujiwara, et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 5 (1992) 1352-1357; H. 
Fujiwara, et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 79 (1994) 1007-1011; S. Yoshioka, 
et al,, Mol. Hum. Reprod. 4 (1998):709-717］ 。 こ れ ら の ペ プ チ ダ ー ゼ は ま た 分 化 の ク
ラ ス タ ー （ cluster of differentiation; CD） マ ー カ ー と し て 免 疫 細 胞 の 膜 表 面 分 子 で あ
る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ し て 、 膜 結 合 型 ペ プ チ ダ ー ゼ は 免 疫 細 胞 の 機 能 や 分 化 の 調 節 に
重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 提 唱 さ れ て い る (U. Lendeckel, et al., Adv. Exp. Med
.Biol. 477 (2000) 1-24)。 こ れ ら の 所 見 は 総 合 的 に 、 本 発 明 の laeverinを 含 む 膜 結 合 型
ペ プ チ ダ ー ゼ  が 生 殖 現 象 に 関 与 し て い る こ と を 支 持 す る 事 象 の 存 在 を 示 唆 し て お り (H. F
ujiwara, et al., Endocr. J. 46 (1999) 11-25)、 本 発 明 の laeverinの 有 用 性 を 裏 付 け る
も の で あ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の EVT由 来 の 新 規 な 蛋 白 質 laeverinは 、 生 体 内 で 極 め て 特 異 的 な 機 能 、 免 疫 学 的
特 性 を 有 す る EVTの 分 子 マ ー カ ー と な り う る 蛋 白 質 で あ り 、 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 及 び そ の
遺 伝 子 を 大 量 に 提 供 す る 手 段 を 提 供 す る も の で あ る 。 EVT特 有 の 蛋 白 質 の 解 析 は 免 疫 学 、
腫 瘍 学 等 を 含 む 広 範 な 医 学 領 域 に お い て 有 用 で あ り 、 そ の 解 析 を 通 し て 本 発 明 は 、 妊 娠 維
持 の 調 節 機 構 の 理 解 、 さ ら に は 癌 細 胞 の 浸 潤 抑 制 法 の 開 発 、 免 疫 寛 容 機 構 成 立 の メ カ ニ ズ
ム 解 明 、 自 己 免 疫 疾 患 治 療 の 開 発 な ど 広 範 な 分 野 で 医 学 の 発 展 に 大 い に 貢 献 し う る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 図 １ 】 免 疫 組 織 染 色 に 基 づ い て 分 析 し た 、 chorion laeveの EVT上 に 発 現 し て い る laever
inの 分 布 を 示 す 写 真 の 模 写 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 CHL-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ヒ ト 胎 盤 か ら 生 成 し た laeverinの 銀 染 色 8% SD
S-PAGE 上 の プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 写 真 の 模 写 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 laeverinの ｃ DNA配 列 で あ る 。
【 図 ４ 】 laeverinの 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ５ 】 Northern blot法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 検 索 の 結 果 を 示 す 写 真 の 模 写 図 で あ る 。
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【 図 ６ 】 Matrigel invasion assayに お け る 、 laeverin遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と 導
入 し て い な い Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 浸 潤 細 胞 数 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

(19) JP 2005-160473 A 2005.6.23



【 配 列 表 】
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